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1 UVOD 
Imunoterapija je v zadnjih letih z razvojem učinkovitih terapevtskih monoklonskih 
protiteles postala uspešna metoda za zdravljenje še nedavno neozdravljivih bolezni. Več 
kot 40 terapevtskih monoklonskih protiteles se danes pogosto uporablja za zdravljenje 
različnih bolezni. Proizvodnja protiteles poteka večinoma v sesalskih celičnih linijah 
oziroma sistemih, kar predstavlja potencialna varnostna tveganja zaradi kontaminacije 
protiteles z metabolnimi produkti celic, sesalskimi virusi in nukleinskimi kislinami z 
onkogeno aktivnostjo. Nekatere rastlinske vrste že od nekdaj veljajo za vir zdravilnih 
učinkovin, z razvojem biotehnologije pa so postale tudi bio-tovarne za proizvodnjo 
terapevtskih monoklonskih protiteles. Mehanizmi za sintezo beljakovin in posttranslacijske 
modifikacije (glikozilacija in fosforilacija) rastlinskih celic so zelo podobne sesalskim. 
Poleg tega rastlinski sistemi, zaradi odsotnosti sesalskih patogenov, predstavljajo varno 
proizvodnjo protiteles (Sheshukova in sod., 2016). Prva rastlinska protitelesa so pridobili iz 
transgenih rastlin tobaka (Nicotiana tabacum) leta 1989. Proizvedli so ločene transgene 
rastline, ki so izražale lahke ali težke verige imunoglobulinov G (IgG). Te linije so križali 
in dobili rastline, ki so izražale protitelesa pravilne velikosti (Hiatt in sod., 1989). Kasneje 
so transgene rastline tobaka uporabili tudi za proizvodnjo hibridnih sekretornih 
imunoglobulinov IgA in IgG za zdravljenje zobnega kariesa pri ljudeh (Edgue in sod., 
2017). Poleg varnosti je rastlinska proizvodnja prilagodljiva, hitra, enostavna za razširitev 
in poceni. Sodobno proizvedena monoklonska protitelesa v rastlinah, se pridobijo s 
stabilno transformacijo ali začasno ekspresijo. Perspektivno uporabo rastlinskih sistemov 
za proizvodnjo terapevtskih monoklonskih protiteles pogojuje njihova ekonomska korist in 
nižja cena proizvodnje, ki je pomembna predvsem pri osebni terapiji rakavih obolenj kot 
tudi v primerih bioterorizma in pandemij (Sheshukova in sod., 2016). 
2  BIOLOŠKA ZDRAVILA  
Biološka zdravila predstavljajo enega izmed največjih dosežkov sodobne znanosti. Vse 
pogosteje se uporabljajo na skoraj vseh področjih medicine in so postala eden 
najučinkovitejših načinov zdravljenja številnih bolezni. Izraz biološka zdravila se je začel 
uveljavljati v osemdesetih letih in označuje zdravila, proizvedena v biotehnoloških 
procesih z uporabo molekulskih bioloških metod. Biološka zdravila imajo številne 
prednosti, kot je na primer ciljanje le na specifične molekule, kar redko povzroči neželene 
stranske učinke. Proizvajajo se v živih celicah, medtem ko so sintetična zdravila produkti 
kemičnih procesov (Kesih-Brodacka, 2018). Delimo jih na tradicionalna biološka zdravila 
in sodobna biološka zdravila. Tradicionalna biološka zdravila pridobimo z izolacijo 
učinkovine iz rastlin, človeške krvi in živali oziroma s klasično biotehnologijo (antibiotiki, 
steroidi). Sodobna biološka zdravila pa so pridobljena predvsem z rekombinantno 
tehnologijo DNA (Štrukelj in Kos, 2007). 
 
Zdravljenje z biološkimi zdravili je tudi do desetkrat dražje od zdravljenja s klasičnimi 
inovativnimi zdravili. V Evropski uniji je trenutno že kar nekaj bioloških zdravil, ki jim je 
patentna zaščita že potekla. Za ta zdravila velja, da je njihov letni dobiček več kot milijarda 
ameriških dolarjev in tako pomembno vplivajo na celotni trg bioloških zdravil. Prav ta 
zdravila predstavljajo potencialne tarče za prihod podobnih bioloških zdravil (Štrukelj in 
Kos, 2007). To so biološka zdravila, ki vsebujejo različico aktivne biološke učinkovine, ki 
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je v že registriranih bioloških zdravilih. Njihova uvedba na trg Evropske unije in nedavno 
tudi Združenih držav Amerike bo močno zmanjšala stroške zdravljenja (Kesih-Brodacka, 
2018). Vstop na trg je za podobna biološka zdravila težji kot za navadne generike, ker je za 
njihov razvoj potreben daljši čas in mnogo višji stroški. Vzrok za to so zahteve po 
predkliničnih in kliničnih raziskavah oziroma testiranjih, potrebe po zagotavljanju večje 
kakovosti in varnosti, kakor tudi trenutno še ne popolnoma razjasnjene zahteve za 
odobritev prometa teh zdravil za trgovanje ter zelo zapletene patentne prijave (Štrukelj in 
Kos, 2007). V zadnjih letih se je trg bioloških zdravil razvijal veliko hitreje kot trg ostalih 
zdravil. Zaradi ogromnega povpraševanja imajo biološka zdravila velik potencial za 
nadaljnjo dinamično rast (Kesih-Brodacka, 2018). 
2.1 PODROČJA UPORABE BIOLOŠKIH ZDRAVIL 
 
Biološko zdravilo bi lahko razvili za katerokoli terapevtsko področje. Razvoj je usmerjen 
predvsem v področja, ki lahko zagotovijo ekonomsko pokritje vlaganj v izjemno zahtevni 
razvoj biološkega zdravila. Največ bioloških zdravil tako razvijajo na področju rakavih 
obolenj, saj je povečano število rakavih obolenj v razvitem svetu zelo velik etični, 
medicinski in ekonomski problem. Nove učinkovine se odkrivajo tudi na področju 
infektivnih bolezni, okužb s HIV, avtoimunskih motenj, kardiovaskularnih obolenj in za 
odpravo genskih okvar in nevroloških motenj (Štrukelj in Kos, 2007). 
2.2 TERAPEVTSKA MONOKLONSKA PROTITELESA 
Monoklonska protitelesa so največja skupina bioloških zdravil. Trenutno se uporabljajo pri 
zdravljenju rakavih obolenj, vnetnih in kardiovaskularnih boleznih, raznih okužbah, 
boleznih dihal, oftalmoloških boleznih in pri transplantacijah organov. Ta skupina 
bioloških zdravil vključuje monoklonska protitelesa in derivate protiteles, kot so 
bispecifična protitelesa (bsAbs), konjugati protitelesnih zdravil, radioaktivno označeni 
protitelesni konjugati, antigen-vezavni fragmenti Fab in fuzijski proteini Fc (Kesih-
Brodacka, 2018). 
 
Protitelesa ali imunoglobulini so glikozilirani globularni proteini, ki jih proizvede 
prilagodljiv imunski sistem ljudi in drugih vretenčarjev. Prepoznajo in vežejo se na 
specifičen tarčni antigen in tako iz telesa odstranijo patogene in druge neželene snovi. 
Rastline v naravi ne proizvajajo protiteles, lahko pa v njihov genom vstavimo ustrezne 
imunoglobulin gene in potem so sposobne sinteze protiteles za izbrane antigene (Edgue in 
sod., 2017). 
 
Protitelesa se razlikujejo po zgradbi, biološki aktivnosti in zaščitni vlogi pri obrambi 
organizma. Sestavljena so iz dveh enako težkih in dveh enako lahkih polipeptidnih verig 
povezanih z disulfidnimi vezmi. Sestava težke in lahke polipeptidne verige ter sinteza 
molekul protiteles poteka v endoplazemskem retikulumu. V Golgijevem aparatu pride do 
glikozilacije in posttranslacijskih sprememb protiteles, kar vpliva na njihovo biološko 
aktivnost in s tem tudi na terapevtsko učinkovitost. Na težki in lahki polipeptidni verigi so 
konstantna in variabilna področja, ki se razlikujejo v ohranjenosti aminokislinske sestave 
med različnimi protitelesi iste vrste. Konstantna območja imajo podobno aminokislinsko 
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zaporedje, razlike pa določajo razred in podrazred protiteles. Po vdoru mikroorganizmov v 
človeški organizem se aktivira imunski sistem in nastanejo specifična protitelesa. 
Nastanejo lahko tudi zaradi prisotnosti rakavih celic, ki imajo na površini izražene 
molekule, ki jih na zdravih celicah ni, zato jih imunski sistem ne prepozna kot lastne. Stik 
antigena in protitelesa sproži delitev in diferenciacijo limfocitov B v ustrezna specifična 
protitelesa. Vzporedno nastajajo plazmatske in spominske celice. Plazmatske začnejo z 
izdelavo velikih količin za antigen specifičnih protiteles, kar omogoči takojšnje in 
učinkovito ukrepanje imunskega sistema proti tujemu antigenu. Spominske celice pa 
služijo za hitrejši odziv imunskega sistema ob ponovnem stiku z istim antigenom (Štrukelj 
in Kos, 2007). Sposobnost protiteles, da se vežejo na različne antigene, kljub njihovi 
večinoma ohranjeni strukturi, je izjemno koristna za uporabo v raziskavah, diagnostiki in 
terapevtiki. Največja prednost monoklonskih protiteles je specifično prepoznavanje in 
vezava na antigen (epitop) ali tarčno molekulo, kar omogoča ciljno zdravljenje (Edgue in 
sod., 2017). Terapevtska monoklonska protitelesa spadajo med najdražja biološka zdravila. 
Vzrok je njihova uporaba pri zdravljenju kroničnih bolezni, kjer se pomembni učinki 
dosežejo šele z visokimi kumulativnimi odmerki zdravila v gramskih količinah. Cena 
zdravljenja z monoklonskimi protitelesi za bolnika z rakavim obolenjem lahko doseže tudi 
35.000 ameriških dolarjev (Štrukelj in Kos, 2007). 
3 NOVEJŠA ORODJA ZA UREJANJE GENOMOV 
V zadnjem desetletju so raziskovalci povzročili pravi razcvet v razvoju orodij za ciljno 
urejanje genomov ter njihovi aplikaciji. Nove DNA nukleaze, kot so: nukleaze cinkovih 
prstov (ZFNs), efektorske nukleaze, podobne transkripcijskim aktivatorjem (TALENs) in 
skupki enakomerno prekinjenih palindromnih ponovitev s povezanim proteinom Cas9 
(CRISPR/Cas9) imajo dolge prepoznavne sekvence in so sposobne rezati DNA na zelo 
specifičen način (slika 1). V primerjavi s konvencionalnim urejanjem s homologno 
rekombinacijo lahko DNA nukleaze povečajo točnost tarčnega mesta za 10.000 do 
1.000.000 krat (Petersen, 2017). Za povečano izražanje določene želene lastnosti je 
potrebno v rastlino vstaviti ustrezne gene. Za urejanje in vključevanje novih lastnosti v 
rastline so razvita različna orodja na osnovi DNA, RNA in beljakovin (Mohanta in sod., 
2017).  
3.1 NUKLEAZE CINKOVIH PRSTOV 
Nukleaze cinkovih prstov (ZFNs) so po meri narejene tarčne DNA cepitvene beljakovine, 
ki so namenjene rezanju sekvenc DNA na specifičnih mestih. ZFNs olajšajo tarčno 
urejanje z izdelavo dvojnih prelomov DNA (DSB), kjer se s homologno rekombinacijo 
zamenjajo geni. Vsako ZFNs sestavlja DNA vezavna domena z verigo dvo-prstnih 
modulov, ki prepozna specifičen 6-bp heksamer v DNA sekvenci ter nespecifična 
cepitvena domena restrikcijske endonukleaze FokI (Arora in Narula, 2017). Obe domeni 
skupaj tvorita protein cinkovih prstov (ZFPs) (slika 1A). Največja prednost takšnega 
genomskega urejanja je generiranje ZFPs, ki je usmerjeno na točno določeno DNA 
sekvenco v genomu. Inženiring oziroma preurejanje genoma z ZFNs, ki cepijo določeno 
ciljno sekvenco, je odvisno od zanesljive priprave ZFPs, ki prepoznajo ciljni interes. ZFNs 
se specifično vežejo na triplet DNA, prisotnost 64 variant tripletov na DNA povzroči težko 
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oblikovanje ZFNs. Z uporabo ZFNs lahko hitro in naključno prekinemo ali združimo 
katerekoli lokuse v genomu. Nastale mutacije so trajne in se lahko dedujejo (Mohanta in 
sod., 2017). 
3.2 TALENs 
TALENs metoda (efektorske nukleaze podobne transkripcijskim aktivatorjem) se je 
pojavila kot alternativa ZFNs za učinkovito urejanje genomov v rastlinah. Na podoben 
način kot ZFNs tudi TALENs uporablja dvojno vijačne prekinitve (DSB) in endonukleaze 
FokI. Pri TALENs se endonukleaze Fokl združijo s specifičnimi DNA vezavnimi 
domenami zelo ohranjenih ponovitev iz transkripcijskih aktivatorjev podobnim efektorjem 
(TALEs) (slika 1B). TALEs proteine izločajo Xantomonas bakterije, da spremenijo 
transkripcijo genov v gostiteljskih rastlinah. DNA vezavna domena TALEs vsebuje do 30 
kopij 33-34 aminokislinskih sekvenc, ki so povsod razen na dvanajstem in trinajstem 
mestu visoko ohranjene. Ti dve mesti imenujemo ponovljivi variabilni ostanki (repeat 
variable diresidue - RVD) in kažeta značilno korelacijo s specifično prepoznavo 
nukleotida. Vsaka ponovitev lahko prepozna eno bazo in tako se lahko za vsako novo 
zaporedje DNA oblikujejo specifična vezavna mesta. Domena FokI deluje kot dimer, kjer 
lahko nespecifično DNA cepitveno domeno uporabimo za oblikovanje hibridne nukleaze. 
Končno oblikovane TALEN vstavimo v plazmidni vektor in nato v ciljne celice. Kasneje 
se genski produkt izrazi in vstopi v jedro, kjer izvede potrebno urejanje genoma. TALENs 
tehnologija je bila uspešno uporabljena v rižu (Oryza sativa). Primerjalna študija med 
ZFNs in TALENs za ciljanje določenih genov je pokazala višjo stopnjo cepitve pri 
TALENs. Rezultat je posledica lažjega oblikovanja in višje cepitvene aktivnosti TALENs. 
Kljub veliki učinkovitosti TALENs pa predstavlja sestava inženirskih TALEs ponovitev 
velik izziv, saj zahteva več enakih ponavljajočih se sekvenc (Mohanta in sod., 2017). 
3.3 CRISPR/CAS9 
Skupki enakomerno prekinjenih palindromnih ponovitev s povezanim proteinom 9 
(CRISPR/Cas9) so družina DNA zaporedij, ki se pogosto nahajajo v bakterijah. Vsebuje 
fragmente DNA (vmesnike) iz virusov, ki so napadli bakterijo. Te DNA fragmente 
uporabljajo bakterije za zaščito, z njimi prepoznajo in uničijo tujo DNA. CRISPR/Cas9 
deluje kot tipičen bakterijski imunski sistem, ki jim zagotavlja odpornost na tuj genski 
material. CRISPR sistem sestavlja CRISPR RNA (crRNA), transaktivacijska CRISPR 
RNA (tracrRNA), Cas9 nukleaza in specifični motivi povezani s proto-vmesniki (PAM) 
(slika 1C). Naravno nastajajoči CRISPR sistemi vključijo tujo DNA sekvenco v CRISPR 
skupek. Nato CRISPR skupek s tujo sekvenco DNA proizvede crRNA s PAM regijo, ki je 
komplementarna tuji DNA. crRNA se hibridizira s tracrRNA, da nastane vodilna RNA 
(gRNA). gRNA (~100 nukleotidov) aktivira Cas9 sistem in veže protein Cas9 (Arora in 
Narula, 2017). Dvajset nukleotidov na koncu gRNA usmerja Cas9 nukleazo do 
komplementarnega baznega para s tarčno DNA, kar vodi do RNA-DNA 
komplementarnega baznega parjenja. Pogoj za cepitev je prisotnost specifičnih motivov 
značilnih za protovmesnik (PAM). Z uporabo tega postopka se lahko Cas9 nukleazno 
aktivnost usmeri na katerokoli DNA sekvenco. Cas9 sistem inducira dvojne prelome 
(DSB) in nastale nehomologne konce NHEJ (nonhomologus end joining) ligirajo ali 
popravljajo s homologno rekombinacijo HDR (homology-directed repair). NHEJ popravi 
Svetina M. Proizvodnja terapevtskih monoklonskih protiteles v transgenih rastlinah.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018 
 
5 
 
DSB z majhnimi insercijami in delecijami. HDR lahko popravi DSB z donorskim 
plazmidom, ki vsebuje spremembe, katere se vnese v genom. Največja slabost glede 
uporabnosti in specifičnosti CRISPR/Cas9 tehnologije je relativno visoka frekvenca izven 
tarčnih (off-target) mutacij. Vendar pa so te v rastlinah zelo redke. Pri rižu je bilo samo 1,6 
% izven tarčnih učinkov in nič pri repnjakovcu (Arabidopsis thaliana), Nicotina 
bethamiana, pšenici (Triticum aestivum) in rižu (Oryza sativa). Primerno oblikovana 
gRNA lahko močno zmanjša izven tarčno urejanje genoma (Mohanta in sod., 2017; Liu in 
sod., 2017; Globus in Qimron, 2017). 
 
 
 
Slika 1: Orodja za urejanje genomov: A - ZFNs: DNA vezavna domena (s 3-6 ponovitvami cinkovih prstov, 
ki prepoznajo 9-18 nukleotidov) in domena FokI nukleaze; B - TALENs: DNA vezavne domene (visoko 
ohranjena 33-34 aminokislinska sekvenca specifična za vsak nukleotid) in FokI nukleaze; C - CRISPR/Cas9: 
Cas9 endonukleazo usmerja gRNA (crRNA in tracRNA) in 20 nukleotidov dolgo prepoznavno mesto je 
poleg specifičnega motiva značilnega za protovmesnik (PAM) (Arora in Narula, 2017). 
4 VNOS GENSKEGA MATERIALA V RASTLINE 
V rastlinske celice je z uporabo različnih postopkov genskega inženiringa možno vnesti 
gene, ki kodirajo beljakovine sesalcev, vključno s protitelesi.  
4.1 STABILNA JEDRSKA TRANSFORMACIJA 
Prvi postopek temelji na stabilnem vnosu genskega materiala v jedrni genom oziroma 
jedrni transformaciji z uporabo ene od naslednjih metod: 
 
1. Posredna metoda z Agrobacterium tumefaciens na osnovi prenosa genov s Ti-
plazmidom. 
2. Neposredni prenos DNA v protoplaste rastlinske celice z osmotskim ali električnim 
šokom. 
3. Neposredni prenos DNA v nepoškodovane celice ali tkiva z obstreljevanjem s 
kovinskimi mikrodelci (npr. zlatom, volframom) obdanimi z DNA. 
 
Protitelesa so dimeri, sestavljeni iz dveh monomerov, od katerih vsak vsebuje dva različna 
polipeptida. Stabilno transformirane rastline lahko pridobimo z dvema postopkoma za vnos 
genov, ki kodirajo imunoglobulin (Ig) z lahkimi in težkimi verigami.   
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Prvi pristop temelji na pridobivanju posameznih transgenih rastlin, ki izražajo gene za 
težke ali lahke verige. Te rastline nato križamo in odberemo potomce, ki izražajo obe 
verigi. Ta postopek je prvi omogočal produkcijo velikih monoklonskih protiteles, pri 
katerih so bile za transformacijo listov tobaka in naknadno regeneracijo odraslih rastlin 
uporabljene komplementarne DNA molekule (cDNA), proizvedene iz mišje hibridomske 
mRNA. Rastline, ki so proizvajale IgG enojno γ ali κ verigo so bile križane in izbrani so 
bili potomci, ki so sočasno sintetizirali obe Ig verigi in količina rekombinantnih protiteles 
je dosegla 1,3 % vseh beljakovin listov (Hiatt in sod., 1989). 
 
Drugi pristop vključuje naknadni ali sočasni vnos genskih konstruktov, ki kodirajo obe Ig 
verigi. Postopek, pri katerem se je uporabljal sočasni vnos genskega konstrukta, ki je 
kodiral obe Ig verigi, je bil uporabljen za proizvodnjo monoklonskega protitelesa mišje 
antikreatin kinaze (MAK33) v repnjakovcu (Arabidopsis thaliana) (De Wilde in sod., 
1996).  
 
Pridobivanje fertilnih transgenih rastlin je dolgotrajen postopek, ki traja približno 1 leto. 
Ima pa tudi prednost, saj se lahko potomce z želeno kombinacijo imunoglobulinskih verig, 
npr. IgA, pridobi z navzkrižnim opraševanjem (Sheshukova in sod., 2016). 
 
Semena in listi transgenih rastlin so primerni za proizvodnjo in tudi shranjevanje protiteles, 
saj v njih ostanejo stabilna in funkcionalna več let, tudi na sobni temperaturi. Riž (Oryza 
sativa), ki v endospermu semen izraža protitelesa P2G12 proti HIV je primer uspešno 
izvedenega transgenega pristopa. Pridobili so ga z metodo obstreljevanja embrijev z 
zlatimi delci obdanimi z DNA, ki kodira lahko in težko verigo protitelesa 2G12 pod 
nadzorom glutein1 transkripcijskega promotorja. Z naknadno selekcijo so odbrali rastline, 
ki so sintetizirale popolna protitelesa P2G12. 
4.2 TRANSFORMACIJA KLOROPLASTNEGA GENOMA 
Drugi postopek za proizvodnjo protiteles v rastlinah je transformacija kloroplastnega 
genoma in proizvodnja transplastomskih rastlin, predvsem mikroalg. Zaradi varnosti 
gojenja in možnosti uravnavanja rasti v zaprtih fotobioreaktorjih je dober kandidat 
enocelična evkariontska alga Chlamydomonas reinhardtii. Z uporabo kloroplastne 
transformacije hitro pridobimo stabilne linije mikroalg za proizvodnjo protiteles 
(Sheshukova in sod., 2016). Ogromno število kloroplastov v vsaki fotosintezirajoči celici 
povzroči kopičenje velikih količin protiteles (Zagorskaya in Deineko, 2017). 
Pomanjkljivost kloroplastnega genoma je, da nima primernih mehanizmov za izvedbo 
značilnih evkariontskih posttranslacijskih modifikacij, kot je glikozilacija (Dirisala in sod. 
2017). 
4.3 ZAČASNA EKSPRESIJA 
Tretji postopek, ki je trenutno najpogostejši, temelji na kratkoročni (začasni oziroma 
prehodni) ekspresiji genov, ne da bi jih vstavili v genom gostiteljske rastline. Uporabljajo 
se modificirani rastlinski virusi ali virusni vektorji, vključeni v binarni bakterijski vektor, 
katerega del t. i. T-DNA se prenese v gostiteljske kromosome rastlinske celice z 
Agrobacterium. Za začasno produkcijo protiteles se najpogosteje uporablja Nicotiana 
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benthamiana. Obstaja več različnih pristopov začasne ekspresije protiteles. 
Najučinkovitejša metoda temelji na agroinfiltraciji, pri kateri se bakterijska suspenzija 
Agrobacterium tumefaciens nanese na površino listov ali v medcelične prostore z uporabo 
brizgalke ali vakuumske infiltracije (Sheshukova in sod., 2016). Pri tej metodi se izkorišča 
sposobnost bakterij, da prenesejo T-DNA plazmida v rastlinski genom. Gene protiteles, ki 
se nahajajo v območju T-DNA lahko prenesemo v rastlinsko celico in povzročimo 
izražanje protiteles. Postopek prenosa T-DNA ima dve glavni fazi: vstop v rastlinsko 
celico (transfekcija) in integracija oziroma vgradnja v rastlinski genom (transformacija). 
Transformacija je zelo neučinkovita, zato je potrebno z uporabo močnih selekcijskih 
markerjev odbrati redke transformirane celice. Različna učinkovitost teh faz pomeni, da je 
za kratek čas veliko rastlinskih celic transfekciranih, ne pa nujno transformiranih. S tem je 
pridobljena možnost kratkoročnega izražanja kateregakoli gena na T-DNA odgovornega za 
izražanje protitelesa. To vodi do transfekcije milijonov celic, ki lahko kratek čas 
proizvajajo protitelesa. Podobno lahko okužba rastlinskih celic z virusi, ki imajo vključene 
gene za sintezo protiteles, povzroči kratkotrajno ekspresijo protiteles, dokler rastlina ne 
uniči virusa. Transformacija rastlinskih celic z A. tumefaciens je trenutno najpreprostejša, 
najbolj vsestranska in razširjena metoda za produkcijo protiteles (Edgue in sod., 2017).  
 
Tarčni gen je lahko neposredno kloniran v plazmid Agrobacterium, ki se ga izkorišča kot 
vektor ali v modificiran virusni vektor, ki se ga integrira v binarni plazmid Agrobacterium. 
Binarni vektor deluje tako v E. coli kot tudi v A. tumefaciens. Sintezo protitelesnih verig v 
rastlinah lahko dosežemo z neojačevalskimi vektorji pod nadzorom transkripcijskega 
promotorja, npr. 35S promotorja iz mozaičnega virusa cvetače (CaMV). Večina doslej 
uporabljenih virusnih vektorjev temelji na enoverižnih RNA virusih, kot so virus 
tobačnega mozaika, virus X krompirja in virus mozaika kitajskega fižola. Kodirajo vsaj tri 
proteine s funkcijami v virusni replikaciji (replikaze), enkapsidaciji (proteini kapside) in 
gibanju iz celice v celico (gibalni proteini) (Loh in sod., 2017).   
 
V primerjavi s stabilno transformiranimi rastlinami s ciljno vsebnostjo beljakovin od 1 do 
40 μg/g sveže teže listov so z začasno ekspresijo na podlagi virusnih vektorjev dosegli 
300-500 μg/g sveže teže listov (Sheshukova in sod., 2016). 
5 EKSPRESIJSKI SISTEMI 
Gensko inženirstvo je odprlo pot do uporabe rekombinantnih proteinov v terapevtske 
namene, posledično pa se je povečala tudi potreba po učinkovitih ekspresijskih sistemih.  
Za tržno proizvodnjo rekombinantnih monoklonskih protiteles se največ uporabljajo 
sesalske celice (ovarijske celice hrčka (CHO) in mišje limfoidne celice), del proizvodnje 
pa poteka v bakterijskih ekspresijskih sistemih (Esherichia coli). Za proizvodnjo so 
primerne učinkovite proizvodne celice oziroma organizmi, katerih gojenje je nezahtevno in 
poceni (Štrukelj in Kos, 2007). V razvoju so novi načini pridobivanja rekombinantnih 
monoklonskih protiteles v gensko spremenjenih živalih in rastlinah. Pri takem načinu 
proizvodnje je priprava večjih količin monoklonskih protiteles ekonomsko ugodnejša. 
Proizvodnja rekombinantnih proteinov v rastlinah postaja vse bolj zanimiva za 
biotehnološko in farmacevtsko industrijo (Merlin in sod., 2017).  
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5.1 RASTLINSKE CELICE 
Potrebe rastlin po hranilih so enostavne in jih lahko dosežemo s primerno sestavo gojišč. 
Rastline v naravi pridobivajo energijo na enostaven način, z disimilacijo sladkorjev. 
Njihovo gojenje je cenovno ugodno in lahko poteka v nadzorovanih, sterilnih 
laboratorijskih razmerah. So visoko razviti evkariontski sistemi sposobni sintetizirati 
pravilno zvite kompleksne proteine iz več podenot. Glikozilacija poteka na istem mestu v 
endoplazmatskem retikulumu kot v sesalskih celicah. Do razlik prihaja pri procesiranju v 
Golgijevem aparatu, kjer se pri sesalcih dodajajo alfa (1,6)-vezane fruktoze in sialna 
kislina, pri rastlinah pa beta (1,2)-vezane ksiloze in alfa (1,3)-vezane fruktoze. 
Rekombinantni glikoproteini, pridobljeni v rastlinah, so kljub temu funkcionalno in 
strukturno podobnejši sesalskim, kot pa glikoproteini pridobljeni iz kvasovk in gliv. 
Rastlinske celice v in vitro razmerah lahko gojimo v obliki večjih izssečkov ali celičnih 
suspenzij. V te namene se najpogosteje uporabljajo: tobak (Nicotiana tabacum in N. 
benthamiana), lucerna (Medicago sativa), riž (Oryza sativa), paradižnik (Lycopersicon 
esculentum), koruza (Zea mays), soja (Glycine max) in modelna rastlina navadni 
repnjakovec (Arabidopsis thaliana). Proizvodnja rekombinantnih proteinov v rastlinskih 
celičnih kulturah je odvisna predvsem od nivoja transkripcije ekspresijskega konstrukta.  
 
Akumulacija rekombinantnih proteinov znotraj celic ni zaželjena zaradi dodatnih 
postopkov izolacije in čiščenja. Razbijanje rastlinskih celičnih sten zahteva ustrezno 
opremo in dodatno delo, poleg tega lahko sproščene fenolne snovi in proteaze zmanjšajo 
izkoristek rekombinantnega proteina. Zato se uvelajvlja izolacija rekombinantnih proteinov 
iz gojišča, ki jo lahko izboljšamo z dodatkom snovi, ki delujejo kot pospeševalci 
proteinske sinteze in izločanja inhibitorjev, ki preprečujejo znotrajcelično razgradnjo 
proteinov ter zunajcelično stabilizacijo. Najpogostejši dodatki so anorganske snovi (NaCl, 
Ca(NO3)2), aminokisline, dimetilsulfoksid, kompleksnejši organski polimeri 
(polietilglikol), rastlinski hormoni (giberelinska kislina) in proteini (želatina, goveji 
serumski albumin - BSA). Proces lahko dodatno optimiziramo s spreminjanjem vrednosti 
pH in osmolarnosti. Rastlinske celice so zaradi majhne verjetnosti kontaminacije in visoke 
ponovljivosti procesov primeren sistem za proizvodnjo diagnostikov in terapevtikov 
(Štrukelj in Kos, 2007). Veliko različnih oblik protiteles so proizvedli v celičnih 
suspenzijskih kulturah tobaka, predvsem celičnih linijah NT-1 in BY-2 (Edgue in sod., 
2017). 
5.2 TRANSGENE RASTLINE 
V prvih poskusih proizvodnje monoklonskih protiteles v rastlinah so rastline tobaka ločeno 
transformirali z geni, ki kodirajo težke in lahke verige katalitičnega imunoglobulina G 
(IgG). Po izboru transgenih linij z nepoškodovanimi polipeptidi so jih medsebojno križali, 
tako da sta bila oba transgena izražena v naslednji generaciji. Križanci oziroma hibridi so 
sintetizirali pravilno sestavljena tetramerna protitelesa. Prav tako so dokazali, da se je 
rekombinantno telo vezalo na pravilen antigen (Hiatt in sod., 1989). Kasneje so se 
osredotočili na protitelesa, vezana na medicinsko relevantne antigene in proučevali 
različne oblike protiteles. V rastlinah so proizvedli tako IgG kot sekretorni imunoglobulin 
A (slgA). Ob prelomu tisočletja so bile z začasno ekspresijo v rastlinah proizvedena prva 
medicinsko pomembna protitelesa. Veliko različnih protiteles in njihovih derivatov je bilo 
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hitro pridobljenih z agroinfiltracijo. Večina poskusov zgodnjega molekulskega kmetovanja 
je vključevala ekspresijo protiteles v listih tobaka in njegovem bližnjem sorodniku N. 
benthamiana. Optimizacija sistema s tobakom je omogočila različne načine, v katerih se 
lahko protitelesa popolnoma izločijo in obnovijo iz koreninskih in listnih tekočinskih 
izločkov. Kmalu so uporabili tudi druge transgene rastline: sojo, lucerno, krompir, riž, 
pšenico, ječmen, grah, koruzo in paradižnik (Edgue in sod., 2017). 
 
Preglednica 1: Primerjava različnih ekspresijskih sistemov za proizvodnjo bioloških zdravil (Yao in sod., 
2015; Loh in sod., 2017; Moussavou in sod., 2015) 
 
Vir 
primerjave 
Proizvodnji sistem 
transgene 
rastline 
rastlinske 
celične 
kulture 
bakterije kvasovke sesalske 
celične 
kulture 
transgene 
živali 
Skupni 
stroški 
zelo nizki srednji nizki srednji visoki visoki 
Možnosti 
povečanja 
proizvodnje 
zelo velika srednja velika velika zelo majhna majhna 
Razširjenost 
proizvodnje 
po vsem svetu omejena omejena omejena omejena omejena 
Točnost 
zvijanja 
beljakovin 
visoka visoka nizka srednja visoka visoka 
Glikozilacija manjše razlike 
manjše 
razlike 
ni prisotna nepravilna pravilna pravilna 
Kvaliteta 
produkta 
visoka visoka nizka srednja visoka visoka 
Tveganje 
kontaminacij 
nizko nizko endotoksini nizko 
virusi, prioni, 
onkogena 
DNA 
virusi, prioni, 
onkogena 
DNA 
Stroški 
skladiščenja 
nizki zmerni zmerni zmerni visoki visoki 
Potreben čas 
za razvoj 
srednje dolg 
(začasna 
ekspresija),  
dolg (stabilna 
transformacija) 
kratek kratek 
srednje 
dolg 
dolg zelo dolg 
 
5.2.1 Prednosti in slabosti 
Pri proizvodnji monoklonskih protiteles v transgenih rastlinah nastajajo nizki stroški, saj je 
gojenje rastlin na njivah nezahtevno, poceni in omogoča proizvodnjo v velikih količinah. 
Poleg tega so že pripravljeni ter proučeni promotorji in vektorji, ki omogočajo visoko 
stopnjo izražanja proteinov v izbranih tkivih ali v določenih delih znotraj celic. Rastline se 
zato vedno bolj uporabljajo za komercialno proizvodnjo industrijsko pomembnih encimov 
in farmacevtskih proteinov tudi za direktno oralno uporabo. Problem predstavljajo 
dolgotrajna priprava transgenih rastlin ter nestabilni pridelki in spremenljiva kakovost 
rekombinantnih proizvodov, odvisna od talnoklimatskih razmer gojenja. Omejujoči 
dejavnik v Evropski uniji so tudi vzpostavljeni regulatorni mehanizmi, ki preprečujejo 
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sproščanje transgenih rastlin v naravno okolje. V skladu z zakonodajo jih moramo gojiti v 
strogo nadzorovanih, zaščitenih rastlinjakih in fitotronih. Potrebno je upoštevati tudi 
možnost kontaminacije s fitosanitarnimi pripravki in gnojili ter vplive povzročiteljev 
bolezni (Štrukelj in Kos, 2007).  
 
Ekspresijski sistemi v semenih zagotavljajo ugodno okolje za shranjevanje biomase z 
rekombinantnimi protitelesi. V realnosti se soočamo s problemom velikih industrijskih 
obratov, ki niso pripravljeni vlagati v relativno nepreizkušeno novo tehnologijo. Prav tako 
je negativno javno mnenje do gojenja gensko spremenjenih rastlin v Evropi upočasnilo 
razvoj takšnih sistemov. Toda razvoj sistemov z izraženimi transgeni je zaradi določenih 
prednosti, ki jih ponuja molekulsko kmetovanje dobil na veljavi izven Evrope. Hitrost 
ekspresije in možnost akumulacije transgenov v založnih organih je postala glavna gonilna 
sila molekulskega kmetovanja. Začasna ekspresija dodatno skrajša potreben čas, v 
nekaterih primerih tudi s povišano produkcijo, kar je zelo pomembno pri optimizaciji, saj 
je produkt hitreje dosegljiv za testiranja in morebitne izboljšave. Drugi ogromen potencial 
hitrih začasnih ekspresijskih sistemov je možnost uporabe pri nujnih medicinskih odzivih 
in drugih časovno kritičnih aplikacijah, kot so protitelesa za aktivno in pasivno 
imunoterapijo (Edgue in sod., 2017). Primer Zmapp, ki je mešanica treh monoklonskih 
protiteles za zdravljenje virusa Ebole, je proizveden z začasno ekspresijo v N. bethamiana 
in je omogočal hitro proizvodnjo (5-8 dni od vnosa genov v celice do izraženih protiteles) 
ter uporabo v izbruhu virusa leta 2014 v zahodni Afriki (Zhang in sod., 2014). 
 
Rastline in njihove dele bi lahko uporabili za proizvodnjo sezonskih cepiv proti gripi, ker 
je takšna proizvodnja protiteles bistveno krajša v primerjavi s tradicionalnim sistemom na 
osnovi kokošjih jajc, ki običajno traja več kot 6 mesecev. Poleg hitrosti, obsega in 
gospodarnosti imajo rastline tudi svojo notranjo varnost v primerjavi z drugimi sistemi, saj 
ne proizvajajo endotoksinov kot bakterije in ne podpirajo replikacije živalskih virusov in 
prionov kot živalske celice. Glavne značilnosti rastlinskih sistemov za proizvodnjo 
protiteles in drugih rekombinantnih proteinov so (Edgue in sod., 2017): 
- hitra obnovljivost, za katero so potrebni samo primerna tla, hranila, voda in 
svetloba, 
- poceni gojenje   
- enostavnost gojenja,  
- velik množitveni faktor, 
- globalnost, možno gojenje po velikem delu planeta, 
- raznolikost gojenja različnih vrst, tkiv in nastalih produktov, 
- lahka izvedljivost, optimizirani tehnološki procesi pridelave in pridobivanja 
produktov, 
- hitrost celotnega procesa, od gena do produkta s sistemom začasne ekspresije v 
nekaj tednih, 
- varnost, živalski in človeški patogeni ne okožujejo rastlin in 
- potreben nizek začetni vložek v infrastrukturo, znanje in logistiko.  
 
Kljub številnim prednostim, ki jih ponuja molekulsko kmetovanje, pa bo potrebno pred 
komercializacijo rešiti še nekaj težav. Ocenjuje se, da stroški čiščenja rastlinskih bioloških 
zdravil, da izpolnijo regulativne standarde, predstavlja približno 80 % njihovih skupnih 
stroškov, kar je precejšnja ovira za komercialno proizvodnjo. Raziskovalci že prihajajo do 
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novih učinkovitejših in enostavnejših metod čiščenja. Druga omejitev so nastali stroški, 
povezani z vzpostavitvijo zadrževalnih objektov, ki so potrebni za gojenje transgenih 
rastlin (Dirisala in sod., 2017). 
6 PROIZVODNJA MONOKLONSKIH PROTITELES V RASTLINAH 
Za proizvodnjo širokega spektra terapevtskih protiteles se uporabljata modelni rastlini 
tobaka Nicotiana tabacum in N. benthamiana in druge gostiteljske rastline: lucerna 
(Medicago sativa), bananovec (Musa paradisiaca), korenje (Daucus carota), solata 
(Lactuca sativa), koruza (Zea mays), krompir (Solanum tuberosum), riž (Oryza sativa), 
soja (Glycine max), paradižnik (Solanum lycopersicum) in pšenica (Triticum aestivum) 
(Dirisala in sod. 2017). Prvo monoklonsko protitelo v rastlinah je bilo uspešno proizvedeno 
leta 1989 (Dirisala in sod. 2017). 
 
Večina študij proizvodnje protiteles v rastlinah je bila namenjena temeljnim raziskavam. 
Majhno število je napredovalo do kliničnih testiranj. Prva kandidata sta bila Avicidin in 
CaroRx. Do danes sta ostala edina pridobljena iz rastlin, ki sta zaključila drugo fazo 
kliničnih preizkušanj. Avicidin je IgG specifičen za marker raka EpCAM (a colorectal 
cancer marker) proizveden v koruzi, skupaj sta ga razvila NeoRx in Monsanto. Avicidin je 
dokazal terapevtsko učinkovitost pri bolnikih z rakom debelega črevesja in prostate. Leta 
1998 je bil zaradi neželenih stranskih učinkov umaknjen iz razvoja in uporabe. Stranski 
učinki niso bili posledica proizvodnega sistema, saj so enake težave odkrili pri enakih 
protitelesih sesalcev (Edgue in sod., 2017). CaroRx je himerni sekretorni imunoglobulin 
IgA/G proizveden v rastlinah tobaka. Veže se na površinski antigen bakterije I/II 
Streptococcus mutans, ki je povzročiteljica zobnega kariesa pri ljudeh (Dirisala in sod. 
2017). Po uspešnem prikazu varnosti in učinkovitosti v drugi fazi kliničnih preizkušanj je 
CaroRxTM dobil dovoljenje v Evropi. Registriran je kot medicinski pripomoček, ne pa kot 
farmacevtski izdelek, saj se lahko odmerja lokalno v zobno pasto ali izdelke za peroralno 
izpiranje (Loh in sod. 2017). 
 
Nekaj protiteles, pridobljenih iz rastlin, je zaključilo prve faze kliničnih preizkušanj. Med 
njimi je protitelo BLX-301, IgG za zdravljenje ne-Hodgkinovega limfoma. V vodni leči ga 
je proizvedla nekdanja ameriška biotehnološka družba Biolex Inc. Družba je leta 2012 
vložila predlog za stečaj in nedavni dogodki kažejo, da je produkt in proizvodni sistem v 
vodni leči opuščen. Ena pomembnejših in uspešnih kliničnih zgodb je konzorcija Pharma-
Planta. V celoti je s pomočjo javnega financiranja do razvoja, vključno s prvimi fazami 
kliničnih preizkušanj, pripeljala iz tobaka pridobljen HIV nevtralizirajoči IgG (P2G12). 
Uporabili so stabilno transformacijo tobaka. Monoklonsko protitelo P2G12 se je izkazalo 
za varno in dobro prenašano sredstvo pri intravaginalni uporabi zdravih žensk. Projekt je 
dosegel vrhunec v prvi varnostni študiji pri človeku in tako predstavlja mejnik v 
komercialnem razvoju molekulskega kmetovanja (Edgue in sod., 2017). 
 
Najnovejši razvoj na tem področju je proizvodnja Zmapp, eksperimentalna mešanica treh 
himernih monoklonskih protiteles (13C6, 2G2 in 4G7) usmerjena proti površinskemu 
glikoproteinu Ebole. Mešanica je produkt molekulskega kmetovanja Leaf 
Biopharmaceutical (hčerinsko podjetje Mapp Biopharmaceutical) in je proizveden z 
začasno ekspresijo v N. bethamiana. Zmapp so uporabili med izbruhom virusa Ebole leta 
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2014 v zahodni Afriki. Sistem z začasno ekspresijo je omogočal hitro proizvodnjo in 
predhodne študije so pokazale pozitivne rezultate pri nehumanih primatih. Leta 2015 ga je 
odobrila FDA in začelo se je tudi uradno klinično testiranje. Nedavno so zaključili drugo 
fazo testiranj v Liberiji, Sierri Leone, Gvineji in Združenih državah Amerike (Edgue in 
sod., 2017). 
 
Splošno sprejetje protiteles pridobljenih iz rastlin so ovirale predvsem negotovosti v 
regulativnem okviru, razlike v N-glikozilaciji med rastlinami in sesalci ter pomanjkanje 
obsežnih proizvodnih zmogljivosti. Nekaj farmacevtskih izdelkov (vključno s protitelesi) 
je trenutno v fazah kliničnih preizkušanj in prvi produkti so že dosegli trg, kar pomeni, da 
se uporabljajo v klinični praksi. Specifična rastlinska N-glikozilacija, pomemben problem 
pri protitelesih proivedenih v rastlinah je bil uspešno rešen z uporabo klasičnega genskega 
inženiringa, kot tudi z novejšimi tehnologijami za urejanje genomov. Uporabljene so bile 
številne dodatne izboljšave v posttranskripcijskem utišanju genov, pravilnem zvijanju 
ciljnih proteinov, proteolizi in strategiji zaključnih procesov. Proizvodne obrate gradijo na 
večih mednarodnih lokacijah (Edgue in sod., 2017): 
- Quebec, ZDA: 90.000 m2, 10 milijonov odmerkov cepiva proti pandemični gripi na 
mesec, 
- Bryan, ZDA: 9.753 m2 več kot 4 milijone N. bethamiana rastlin, do 300 kg 
rekombinantnih proteinov na leto 
- Aachen, Nemčija: 250 kg rekombinantnih proteinov/2.000 rastlin tobaka na mesec 
(rastlinjaki) 
- Newark, ZDA: 400 m2 rastlinjakov 
- Halle, Nemčija, ni razkrito v kakšne namene in 
- Manguinhos, Brazilija, prav tako še ni razkrito v kakšne namene 
 
Vsi ti napredki kažejo na učinkovito tehnologijo pridelovanja farmacevtskih učinkovin iz 
rastlin. Protitelesa so v smislu kliničnega razvoja trenutno najuspešnejši razred bioloških 
izdelkov. Ob rešitvi glavnih ozkih grl in ovir bodo bodoča protitelesa v celoti izkoristila 
posebne lastnosti proizvodnih sistemov rastlin (Edgue in sod., 2017). 
 
Leta 2013 je bilo proizvedenih skoraj 10 t diagnostičnih in terapevtskih monoklonskih 
protiteles. Povpraševanje po terapevtskih protitelesih se bo do leta 2020 podvojilo (ob 
današnji rasti prebivalstva). Danes najbolj prodajana terapevtska monoklonska protitelesa, 
z milijoni bolnikov, od katerih vsak potrebuje gramske količine zdravila (na primer 
rituksimab za zdravljenje limfosomov), lahko zagotovijo samo novi visoko razviti 
proizvodni procesi. Vendar, če se bodo monoklonska protitelesa uporabljala tudi za 
preprečevanje in zdravljenje še bolj pogostih bolezni (Alzheimerjeva bolezen, HIV, zobni 
karies), bo povpraševanje dramatično naraslo in obstoječa proizvodnja tega ne bo mogla 
pokriti. Za preprečevanje okužbe s HIV bi lahko 30 mg monoklonskega protitelesa dvakrat 
tedensko uporabljale ženske v obliki vaginalnega gela, kar je skupaj približno 100 
odmerkov letno. Tako bi potrebovali približno 3 t monoklonskih protiteles letno na milijon 
žensk. V podsaharski Afriki je trenutno 26 milijonov HIV pozitivnih žensk, ogrožena 
populacija pa še toliko večja. Učinkovita preventivna kampanja bi tako potrebovala 50-100 
t monoklonskih protiteles letno. To bi precej preseglo zmogljivosti današnjih največjih 
proizvajalcev. Takšnih potreb s trenutno uporabljenimi sesalskimi celičnimi kulturami ni 
mogoče zadovoljiti (Buyel in sod., 2017). 
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7 PROTITELESA PROIZVEDENA V RASTLINAH ZA BODOČO UPORABO     
V KLINIČNI PRAKSI 
Nekaj monoklonskih protiteles proizvedenih v rastlinah je že na različnih razvojnih 
stopnjah, vendar še nobeno ni na voljo na farmacevtskem trgu. Namenjena so zdravljenju 
virusnih in bakterijskih okužb, kot tudi bolezni povezanih z rakom (Sheshukova in sod., 
2016). 
7.1 ANTIVIRUSNA IN ANTIBAKTERIJSKA MONOKLONSKA PROTITELESA 
7.1.1 Virus humane imunske pomanjkljivosti (HIV) 
Okužbo povzročijo lentivirusi HIV1 in HIV2, ki uničujejo človeški imunski sistem. To 
povzroči večjo občutljivost človeka na okužbe, rakava obolenja in druge bolezni. Okužba z 
virusi HIV ostaja eden največjih zdravstvenih problemov na svetu (Waheed in sod., 2016). 
Ocenjuje se, da je zaradi vzrokov povezanih s HIV leta 2017 umrlo približno 940.000 
ljudi. Na svetu je bilo konec leta 2017 približno 36,9 milijona ljudi okuženih s HIV (World 
... , 2018). Znano je, da uporaba pripravkov (mazil in krem), ki vsebujejo anti-HIV 
monoklonska protitelesa iz rastlin in delujejo kot mikrobiocidna sredstva za lokalno 
(vaginalno in analno) aplikacijo, zmanjšujejo spolno okužbo. Povpraševanje po 
mikrobiocidnih sredstvih vsako leto narašča in je trenutno ocenjeno na 5 t na 10 milijonov 
ljudi. HIV nevtralizirajoča monoklonska protitelesa so bila proizvedena s stabilno 
transfekcijo koruze, repnjakovca, tobaka in začasno ekspresijo v N. benthamiana. Lokalna 
aplikacija P2G12 obljublja relativno poceni in varno sredstvo za zaščito ljudi. Varnost tega 
pristopa je bila potrjena v zadnjih študijah. P2G12, ki je bil pridobljen iz transgenih rastlin 
tobaka ni povzročal nobenih stranskih neželenih imunoloških učinkov po vaginalni 
aplikaciji kot mikrobiocidno sredstvo pri 11 prostovoljkah (starih 18-50 let) (Sheshukova 
in sod., 2016). Za široko uporabo P2G12 je potreben ekspresijski sistem, ki zagotavlja 
poceni rastlinsko proizvodnjo monoklonskih protiteles v velikih količinah. Semena riža, ki 
vsebujejo P2G12 bi lahko služila kot odličen vir. S preiskavo P2G12 protiteles, ki so se 
akumulirala v endospermu semen riža, so ugotovili, da njihova težka veriga ni 
glikozilirana. Kljub temu so težke in lahke verige, ki so sestavljale funkcionalno protitelo 
P2G12, zagotavljale močnejšo HIV nevtralizirajočo aktivnost kot P2G12 proizveden v 
drugih rastlinskih sistemih s tipično visokimi manozami in kompleksnimi glikani 
(Sheshukova in sod., 2016). 
7.1.2 Ebola virus 
Ebola je nalezljiva bolezen, ki je najpogostejša v zahodni Afriki. Pri več kot 70 % 
okuženih povzroči smrt. Ljudje zbolijo po stiku z okuženimi živalskimi tkivi ali 
vdihavanju njihovega fekalnega aerosola. Prenos iz človeka na človeka se pojavi preko 
stika z okuženo krvjo ali drugo biološko tekočino. Okužba povzroči poškodbe 
vaskularnega sistema z naknadnimi krvavitvami v koži in notranjih organih. Povzročijo jo 
majhne RNA, ki jih vsebuje filovirus. Sodobne metode zdravljenja zajemajo sintezo 
protiteles proti transmembranskemu glikoproteinu GP, ki je glavni virulentni faktor Ebole. 
Vključen je v vstop virusa v celice gostitelja, razvoj citopatskih učinkov in indukcijo 
zaščitnih protiteles pri okuženih bolnikih. Sistem z začasno ekspresijo v rastlinah N. 
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benthamiana se je izkazal kot učinkovit pri proizvodnji MB003 mešanice, ki vsebuje 
človeška in himerna (človek/miš) monoklonska protitelesa c13C6, h13F6 in c6D8.  
Mešanico so preizkusili na opicah, ki so jim eno uro po okužbi z letalno dozo virusa Ebole 
preko intravenske poti dali MB003 protitelesa. Protitelesa so jim nato dali še v razmaku 4 
in 8 dni. Izkazalo se je, da so bile živali popolnoma zaščitene. MB003 mešanica je bila 
boljša od protiteles proizvedenih v celičnih linijah CHO (Sheshukova in sod., 2016). 
Pripravek Zmapp (mešanica treh monoklonskih protiteles 13C6, 2G4, 4G7), proizveden z 
začasno ekspresijo v listih tobaka, so dali 7 bolnikom med izbruhom Ebole leta 2014 v 
zahodni Afriki. Varnostni profil pripravka pred tem ni bil ocenjen na ljudeh in odobren pri 
FDA. Splošno stanje bolnikov se je izboljšalo pri petih, ki so si nato, kljub temu da se je 
zdravljenje začelo 9 dni po okužbi tudi opomogli. Po uspešni nujni pomoči okuženim 
bolnikom, se je začela sistematična preiskava biološke varnosti in terapevtske učinkovitosti 
Zmapp. Leta 2015 je prestal prvo in drugo fazo kliničnih preizkušanj (Yao in sod., 2015). 
7.1.3 Junin virus 
Junin virus je arenavirus, ki povzroča Argentinsko hemoragično mrzlico. Širjenje je v 
glavnem omejeno na območje Argentine, vendar se počasi širi tudi na druga območja. 
Epidemiologi so zaskrbljeni, da se virus lahko uporabi kot biološko orožje, ker ima 
nezdravljena okužba 20-30 % smrtnost. Osemdnevno zdravljenje z imunskim serumom 
zmanjšuje simptome in zmanjša stopnjo smrtnosti na 1 %. Že leta 1989 so pripravili 
monoklonska protitelesa, ki so reagirala s površinskimi glikoproteini virusa. Za 
proizvodnjo monoklonskih protiteles so v N. benthamiana izrazili gene, ki kodirajo tri 
klone nevtralizirajočih monoklonskih protiteles. Ta protitelesa so uporabili pri letalno 
okuženih morskih prašičkih in zagotovila so 100 % zaščito. Poleg tega so se ta protitelesa 
izkazala za boljša od rutinskih zdravil (ribavirin, imunski serum itd.) (Sheshukova in sod., 
2016). 
7.1.4 Respiratorni sincicij virus 
Respiratorni sincicij virus je paramiksovirus, ki pogosto povzroča hude okužbe spodnjih 
respiratornih poti pri dojenčkih, majhnih otrocih in starejših bolnikih. Za pasivno 
imunizacijo se široko uporablja palivizumab. Palivizumab je humanizirano terapevtsko 
monoklonsko protitelo na osnovi IgG1 proti F-proteinu virusa. Proizvajajo ga v mišjih 
celičnih linijah NS0. Visoke stroške takšne proizvodnje bi lahko rešili z rastlinsko 
proizvodnjo, ki bi zmanjšala stroške palivizumaba za 20-krat. Nedavno so v rastlinah N. 
benthamiana proizvedli biološko podobno zdravilo (palivizumab P). S primerjavo 
palivizumaba P s komercialno razpoložljivim palivizumabom so dokazali, da imata oba 
podobno profilaktično in terapevtsko učinkovitost (Sheshukova in sod., 2016). 
7.1.5 Virus zahodnega Nila 
Virus zahodnega Nila prenašajo okuženi komarji Culex pipiens. Povzroči vročino, 
encefalitis ali meningitis. Danes še ni na voljo nobenega cepiva, vendar imunoterapija s 
protitelesi predstavlja obetavno rešitev. Glikoprotein GP-E iz virusa vsebuje epitope v 
domeni III, ki lahko pridejo v stik z visoko nevtralizirajočimi protitelesi. Izolirali so 
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monoklonska protitelesa E16 proti GP-E in pripravili humanizirano različico hE16. Obe 
protitelesi sta bili učinkoviti po dajanju okuženim mišim. Z uporabo različnih vektorjev so 
v listih N. bethamiana sintetizirali hE16. Pridobili so 800 mg hE16/kg sveže biomase. 
Poleg tega so glikomodificirane oblike hE16 pridobljene iz N. bethamiana pokazale visoko 
nevtralizirajočo aktivnost. Monoklonska protitelesa iz rastlin bi lahko postala učinkovito 
sredstvo za imunoterapijo proti okužbi z virusom (Lai in sod., 2010). 
7.1.6 Steklina 
Zaradi okužbe s steklino vsako leto umre približno 55.000 ljudi. Za omejitev te smrtne 
bolezni je potrebno razviti stroškovno dostopne in visoko zmogljive metode za 
proizvodnjo terapevtskih reagentov, kot so protitelesa v obliki cepiv. Monoklonska 
protitelesa z nevtralizirajočo aktivnostjo proti virusu stekline so uspešno proizvedli v 
repnjakovcu (Arabidopsis thaliana) in tobaku (Nicotiana tabacum). Za transformacijo so 
uporabili rastlinski ekspresijski vektor pBI mAb57K in seve Agrobacterium. Dokazali so, 
da bi bila uporaba rastlin primerna za večjo proizvodnjo terapevtskega monoklonskega 
protitelesa SO57K (Song in sod., 2018). 
7.1.7 Antraks 
Antraks je nevarna nalezljiva bolezen, ki jo povzročajo gram pozitivne anaerobne bakterije 
Bacillus anthracis. Glavni dejavnik virulence je 83-kDa zaščitni antigen (PA), ki s tvorbo 
eksotoksinov ubije gostiteljske celice. PA je tako glavna tarča za izdelavo cepiv in 
terapevtskih monoklonskih protiteles. Monoklonska protitelesa pridobljena v rastlinah 
proti antraksu bi bila uporabna predvsem kot učinkovito sredstvo za boj v primeru 
bioterorizma. Monoklonska protitelesa proti PA so pridobili v N. benthamiana in dokazali, 
da nevtralizira toksine tako in vitro kot tudi in vivo na ravni, ki je primerljiva s prvotnimi 
terapevtskimi monoklonskimi protitelesi. Raziskovalci menijo, da bi za preprečitev okužbe 
povzročene z vdihovanjem spor Bacillus anthracis, morali uporabiti prav neglikozilirana 
monoklonska protitelesa proti PA proizvedena v rastlinah (Hull in sod., 2005). 
7.1.8 Botulizem 
Anaerobne bakterije Clostridium botulinum s svojimi sporami povzročajo smrtne poškodbe 
na živčnem sistemu. Nahajajo se lahko v kontaminirani konzervirani hrani. Zdravljenje 
botulizma zahteva, da se protistrup daje bolniku takoj po vzpostavitvi diagnoze. Pridobili 
so transgene rastline tobaka, ki proizvajajo toksin nevtralizirajoča protitelesa scFv. Po 
izračunih naj bi 12 ha posevek transgenih rastlin proizvedel do 4 kg protistrupa, kar bi 
zadostovalo za proizvodnjo 1 milijona terapevtskih odmerkov (Almquist in sod., 2006). 
7.2 MONOKLONSKA PROTITELESA PROIZVEDENA V RASTLINAH ZA 
ZDRAVLJENJE RAKAVIH OBOLENJ 
Monoklonska protitelesa so lahko usmerjena proti specifičnim površinskim celičnim 
strukturam raka. To so večinoma receptorji in drugi površinski proteini, ki so čezmerno 
izraženi v tumorjih ali strukture glikana, ki so pogostejše v celicah raka. Po vezavi na 
Svetina M. Proizvodnja terapevtskih monoklonskih protiteles v transgenih rastlinah.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018 
 
16 
 
celice raka lahko monoklonska protitelesa povzročijo celično citotoksičnost, kar vodi v 
apoptozo celic. Protitelesa lahko tudi blokirajo vezavo rastnih faktorjev ali nosijo toksični 
konjugat, ki se prenese v tumorje. Kljub prednostim takšne terapije in več odobrenih 
izdelkov ima terapija s protitelesi tudi veliko slabost. Za vsako zdravljenje so potrebni 
veliki odmerki dragih monoklonskih protiteles. Na primer: 3 mg/kg telesne teže ali 750 
mg/m
2
 telesne površine, kar je povprečno 6-12 g na bolnika. Tako imunoterapija bolnika 
stane več tisoč evrov letno le za eno zdravilo (ne vključuje bolniške oskrbe), kar povzroča 
velik finančni zalogaj za zdravstveni sistem. Vsako leto zboli za rakom 14,1 milijon novih 
bolnikov, vsak potrebuje terapijo z odmerkom približno 10 g, letno se tako potreba po 
monoklonskih protitelesih poveča za 70,5 t (Buyel, 2018; Wong in sod., 2017). Te potrebe 
bi bilo možno rešiti z vertikalnim molekulskim kmetovanjem, kjer za gojenje rastlin 
potrebujemo manj prostora kot v rastlinjakih ali na prostem. Tako naj bi 0,55 km
2
 veliko 
območje z vertikalno zloženimi linijami rastlin zadostovalo za proizvodnjo 70 t čistega 
monoklonskega protitelesa (Buyel in sod., 2017; Hefferon, 2017). 
7.2.1 Rituksimab 
Rituksimab se veže z antigenom B celic CD20 in tako zagotavlja učinkovito zdravljenje 
bolnikov z limfomom in levkemijo. Je najbolj prodajan pripravek za zdravljenje rakavih 
obolenj. Prvotni pripravek je proizveden v sesalki celični liniji. V rastlinah je rituksimab 
proizvedlo podjetje  Caliber Biotherapeutics (ZDA). Uporabili so dvojni vektor (TMV in 
PVX), ki daje 650 mg protiteles/kg sveže mase listov N. benthamiana. Kot podobno 
biološko zdravilo se rituksimab iz rastlin ni razlikoval od prvotnega rituksimaba (Shah, 
2014; Holtz in sod., 2015). 
7.2.2 Trastuzumab 
Prvotni pripravek trastuzumaba je bil namenjen zdravljenju HER2-pozitivnega raka dojke. 
Proizvedli so ga v sesalski celični liniji CHO. Podobno biološko zdravilo so pridobili iz 
stabilno transformiranih rastlin tobaka in sistema začasne ekspresije v N. benthamiana. 
Rastlinski trastuzumab se lahko veže na onkoprotein HER2/neu in na površini rakavih 
celic zavira proliferacijo ter ustavi rast tumorja. To so dokazali v miših s transplatiranimi 
človeškimi rakavimi celicami SKBR3 (Komarova in sod., 2011). 
 
7.2.3 Idiotopsko cepivo za zdravljenje ne-Hodgkinovega limfoma 
Za zdravljenje ne-Hodgkinovega limfoma (NHL) se običajno uporablja rituksimab. Vendar 
je 30-50 % bolnikov na to terapijo odpornih. To bi lahko rešili s cepivi, ki bi temeljila na 
personaliziranih idiotipskih protitelesih. Antiidiotipska protitelesa se proizvedejo v isti 
osebi proti hipervariabilnim regijam njihovih lastnih protiteles. Posebna tumor specifična 
površina antigena na malignih B celicah, ki vključuje variabilne regije IgG lahkih in težkih 
verig služi kot idiotip med NHL. Razvoj personaliziranega cepiva se začne z biopsijo 
tumorja, določitvijo nukleotidnega zaporedja na fragmentu, ki kodira spremenljive regije 
težkih in lahkih verig tumor specifičnega antigena. Nato pripravljeno cDNA, ki kodira 
scFv vstavijo v vektor. Transformacija rastlin tobaka s tem vektorskim konstruktom 
omogoči produkcijo idiotipskega cepiva proti NHL in vsebuje kratek polipeptid, ki ustreza 
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Fv fragmentu. Kasneje je bila ta tehnologija potrjena na 16 bolnikih z NHL. Izdelali so 16 
personaliziranih cepiv s preverjeno varnostjo in imunogenostjo. Nato so tehnologijo 
razvoja cepiva za NHL še posodobili. Nukleotidne sekvence Fv regije težkih in lahkih 
verig tumorspecifičnega antigena so dopolnili s človeškimi IgG1 konstantnimi regijami. S 
tem so z uporabo sistema dveh vektorjev v N. benthamiana sintetizirali popolno protitelo. 
Ta pristop so uporabili za izdelavo personaliziranih cepiv 11 bolnikom z NHL. Razvoj 
vsakega cepiva je trajal manj kot 12 tednov (od biopsije do cepiva), z visokimi nivoji 
izražanja v rastlinah (0,5-4,8 g/kg sveže listne mase). Pri 9 od 11 bolnikov, ki so dobili 
cepivo, so opazili idiotipsko specifičen celični in humoralni odziv. Noben od bolnikov ni 
imel resnih neželenih stranskih učinkov (Sheshukova in sod., 2016). 
8 REGULATIVA NA PODROČJU BIOLOŠKIH ZDRAVIL 
Večina bioloških zdravil ima nov mehanizem delovanja, kjer dogajanja na molekulski 
ravni pri nekaterih še niso povsem jasna. Posledično regulatorni organi s takimi zdravili 
nimajo predhodnih izkušenj, predvsem glede zagotavljanja dokazov o njihovi varnosti. 
Regulativa bioloških proizvodov se zato nenehno zaostruje, podjetja pri razvoju takih 
zdravil bolj kot kadarkoli prej potrebujejo tesno sodelovanje z regulatornimi organi. 
Stroški razvoja novega zdravila v povprečju presegajo več kot 800 milijonov ameriških 
dolarjev. Razvoj traja do 15 let in tveganje, da proizvod ne bo nikoli prišel na trg, je veliko. 
Zaradi tako velikih in tveganih investicij je pomembna zaščita industrijske lastnine, 
predvsem v farmacevtskem in agrikulturnem sektorju. Le primerna zaščita (patent) lahko 
zagotovi, da si bodo investitorji povrnili vložena sredstva in ustvarili dobiček. Regulativa 
zdravil je v vseh državah članicah Evropske unije v pristojnosti vladnih institucij na 
področju zdravstva. Osnovno načelo je zagotavljanje varnosti, učinkovitosti in kakovosti 
zdravil. Vsaka država ima nacionalne zakone in predpise, ki naj bi to načelo čim bolj 
spoštovali. Največja regulatorna organa sta Evropska agencija za zdravila (EMEA, 
European medicines agency) in ameriška agencija za hrano in zdravila (FDA, Food and 
drug administration), vsaka država pa ima tudi lasten urad za zdravila. Izumitelj lahko 
izum patentira in si s tem za določeno obdobje zagotovi izključno pravico do gospodarnega 
izkoriščanja patenta. Patentiranje v biotehnologiji že od samih začetkov odpira vprašanje 
etike in morale, kar sicer ne bi smelo vplivati na obseg patentne zaščite (Štrukelj in Kos, 
2007). Večino študij proizvodnje bioloških zdravil v transgenih rastlinah je bilo izvedenih 
v ZDA, kjer je ohlapnejše regulatorne predpise za zgodnje faze kliničnih preizkušanj lažje 
doseči. V Evropi mora biti z dobro proizvodno prakso (DPP) skladen proizvodni proces 
odobren preden se lahko katerikoli kandidatni produkt testira na ljudeh (Drake in sod., 
2017). Novejša orodja spreminjanja genoma bodo mogoče izključena iz regulative gensko 
spremenjih organizmov, kar bi za rastlinske sisteme sposobne proizvodnje terapetskih 
monoklonskih protiteles pomenilo veliko poenostavitev in olajšavo. Organi Evropske 
skupnosti bi morali o tem že odločiti in tudi sprejeti odločitve, saj zakonodaja na tem 
področju že zelo zaostaja za znanstvenimi inovacijami (Scheben in sod., 2017). 
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9 ZAKLJUČEK 
Rastlinske celice imajo mehanizme za sintezo beljakovin in postranslacijsko modifikacijo, 
ki je zelo podobna živalskim celicam. Rastline tako predstavljajo obetavne sisteme za 
proizvodnjo protiteles. Proizvodnja monoklonskih protiteles v rastlinah je fleksibilna, hitra, 
z zmožnostjo razširitve, poceni in ne predstavlja tveganja za okužbo z živalskimi patogeni. 
Tako kot večina sintetiziranih imunoglobulinov pri zdravih ljudeh gredo tudi protitelesa 
proizvedena v rastlinah znotraj endoplazmatskega retikuluma in golgijevega aparata čez 
procese glikozilacije. Za široko uporabo je bilo predlaganih že več monoklonskih protiteles 
proizvedenih v rastlinah, ki so uspešno zaključila klinična testiranja, vendar še nobeno ni 
dostopno na farmacevtskem trgu. Velik potencial za njihovo klinično uporabo imajo 
monoklonska protitelesa, proizvedena v rastlinah namenjena zdravljenju virusnih okužb 
(HIV, ebola, virus zahodnega Nila, junin virus, respiratorni sincicij virus in virus stekline), 
bakterijskih okužb (antraks, botulizem) in rakavih obolenj. 
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